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表达 s Fat21基因慢病毒载体的构建及病毒生产
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[摘　要 ] 　为了建立有效地用于转基因动物生产的慢病毒表达系统 ,以线虫 C. bri g gsae的ω23脂肪酸去饱和酶

基因 (s Fat21)为目的基因构建了慢病毒表达载体 ,通过与慢病毒包装载体 PL P1、PL P2 和 PL P/ VSV G一起共转染

293FT细胞系生产了慢病毒颗粒 ,并对其感染哺乳动物细胞 N IH3 T3细胞系的能力进行了检测。结果表明 ,该系统

所生产的病毒滴度约为 5. 0×106 TU/ mL ,这种病毒能够感染哺乳动物细胞 ,说明构建的慢病毒表达系统是有效的 ,

应用其可以生产感染力良好的慢病毒颗粒 ,并高效地进行 s Fat21基因转移。
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Absract : In t his research , a lentiviral vector system was const ructed for t he expression of s Fat21 , a

gene f rom C. bri g gsae encodi ngω23 fat ty acid desat urase. By co2t ransfection of plasmids PL P1 , PL P2 ,and

PL P/ VSV G wit h t his vector , lentiviral particle p roduced 293F T cells , and t he infection capacity of t he

lentiviral particle was tested by N IH3 T3 cell line. Result s demonst rated t hat t his lentiviral expression sys2
tem was successf ully established ,and it could be used to produce lentiviral particle wit h high efficient infec2
tion capacity for s Fat21 gene delivery.
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　　慢病毒属于逆转录病毒 ,是 RNA 病毒。当病

毒感染宿主细胞时 ,病毒 RNA 在宿主细胞质中反

转录成双链的 DNA ,转运至细胞核后直接整合到宿

主 DNA上 ,然后病毒 DNA以前病毒的形式进行表

达。与普通的逆转录病毒相比 ,慢病毒基因组结构

更为复杂 ,除 gag、pol、env 3 个与普通逆转录病毒

相似的结构基因外 ,还包括 4个辅助基因 vi f 、v p r、

ne f 、v p u和 2个调节基因 tat和 rev [123 ]。由此可将

慢病毒的 RNA序列分成顺式元件和反式元件两部

分。顺式元件包括病毒基因反转录、转录、整合和包

装所必需的调控序列 ,可被改造为转移外源基因的

表达载体 ;反式元件由编码病毒颗粒所需的包装蛋

白的基因构成 ,可被改造为包装载体。将上述表达

载体和包装载体转染到合适的细胞可产生复制缺陷
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性的病毒 ,病毒感染靶细胞后将目的基因稳定地整

合到宿主基因组上。因此 ,慢病毒经过以上改造可

以作为基因转移的载体[425 ]。慢病毒载体是一种高

效的转基因载体 ,多年来一直被用于细胞和组织转

染及基因治疗方面的研究 ,直到近几年才开始被用

于转基因动物的研究。自 2000年至今 ,国际上已陆

续以慢病毒为载体介导生产了转基因小鼠、大鼠、

鸡、猪、牛等动物[629 ]。慢病毒载体法已逐渐被证实

较其他转基因方法更高效 ,所以有望成为生产转基

因动物的一种有力手段。然而所有这些研究都是以

报告基因 ,即绿色荧光蛋白 ( GFP)基因为外源基因

进行的 ,迄今尚未见应用该方法导入其他基因的报

道。本研究以线虫 C. bri g gsae 的ω23 脂肪酸去饱

和酶基因 ( s Fat21)为外源基因 ,构建了用于转基因

动物研究的慢病毒载体 ,并成功生产了有感染能力

的慢病毒颗粒 ,可用于动物胚胎的感染进而生产转

基因动物。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1 　试剂、质粒及细胞 　限制性内切酶、T4

DNA连接酶以及 R T2PCR 试剂盒 ,均购于大连宝

生物工程有限公司 ;质粒提取试剂盒、PCR 产物纯

化试剂盒、胶回收试剂盒 ,均购于 V2gene公司 ;脂质

体 Lipofectamine 2000 为 Invit rogen 公司产品 ;质

粒 pcDNA3. 12sFat1、7ZF2PLV、7ZF2PLV2β2casein、

PL P1、PL P2 和 PL P/ VSV G以及细胞系 293FT 和

NIH3 T3 ,均为军事医学科学院生物工程研究所细胞

工程实验室所构建或保存 ; DM EM、胎牛血清等细

胞培养试剂 ,均为 Hyclone 公司产品。

1. 1. 2　引 　物 　根据质粒 pcDNA3. 12sFat1 的序

列设计 1对引物 ,用以扩增该质粒中 s Fat21 基因序

列。上游引物 ( P1F)为 5′2GT T GGGCCCACCA T G2
GTCGCTCA T TCCTC23′,下游引物 ( P1R) 为 5′2
GT T GGA T CCT TACT T GGCT T TA GCCT TCTC2
3′,上、下游引物分别引入酶切位点 S m a I和 B am H

I。另外 ,根据质粒 7ZF2PL V2β2casein的序列设计 1

对检测引物 ,上游引物 ( P2F ) 为 5′2GA T T GA2
CAA GTAA TACGCT GT T TCCTC23′, 下 游 引 物

( P2R ) 为 5′2CATCA GAA GTTAAACA GCACA GT2
TA G 23′。

1. 2　慢病毒表达载体的构建

1. 2. 1 　慢病毒表达载体 7ZF2PLV2Pβ2sFat1 的构

建　以 S m a I和 B am H I 双酶切质粒 7ZF2PL V2β2

casein ,用 PCR产物纯化试剂盒回收酶切产物。以

质粒 pcDNA3. 12sFat1 为模板 ,用 PCR 方法扩增

s Fat21基因片段。PCR反应体系为 :dd H2 O 40μL ,

10×PCR缓冲液 5μL ,10 mmol/ L 4×dN TP 1μL ,

10μmol/ L 上游引物 ( P1F) 1μL ,10μmol/ L 下游引

物 ( P1R) 1μL , T aq DNA 聚合酶 (5 U/μL ) 1μL ,

模板 1μL。PCR反应条件为 :94 ℃预变性 4 min ;

94 ℃变性 30 s ,60 ℃退火 30 s ,72 ℃延伸 80 s ,25

个循环 ;72 ℃10 min。反应结束后用 10 g/ L 琼脂糖

凝胶电泳检测 ,并用 PCR 产物纯化试剂盒回收

s Fat21片段。s Fat21 片段在 T4 DNA 连接酶的作

用下与经过双酶切处理的质粒 7ZF2PL V2β2casein

于 16 ℃过夜连接。连接产物转化 D H5a 感受态细

胞 ,并在氨苄青霉素抗性 LB 平板上进行筛选。阳

性克隆的质粒 7ZF2PL V2Pβ2sFat1用 S m a I、B am HI

双酶切初步鉴定 ,然后再进行测序 ,测序由军事医学

科学院生物工程研究所核酸分析实验室完成。

1. 2. 2 　慢病毒表达载体 7ZF2PL V2GFP的构建 　

将质粒 7ZF2PLV用限制性内切酶 S m a I酶切 ,待酶

切反应完毕后直接加入小牛小肠碱性磷酸酶

(CIA P) ,于 37 ℃温浴 30 min 进行去磷酸化反应 ,

结束后用 PCR产物纯化试剂盒回收产物 ;同时 ,用

A seⅠ和 A f l Ⅱ双酶切质粒 p EGFP2N1 , 酶切反应

完毕后直接加入 klenow 聚合酶 ,于 37 ℃温浴 30

min进行补平 ,产物用 10 g/ L 琼脂糖凝胶电泳 ,然

后用胶回收试剂盒回收 1 632 bp 的片段 ,将此片段

与上述经酶切和去磷酸化处理的质粒 7ZF2PL V 用

T4 DNA连接酶于 16 ℃过夜连接。连接产物转化

D H5a感受态细胞 ,并在氨苄青霉素抗性 LB平板上

进行筛选。阳性的 7ZF2PLV2GFP 质粒用 EcoR I

酶切初步鉴定 ,然后再进行测序。测序由军事医学

科学院生物工程研究所核酸分析实验室完成。

1. 3　动物转基因慢病毒的生产

1. 3. 1 　表达载体为 7ZF2PL V2Pβ2sFat1 的慢病毒

的生产　在一 5 mL 试管中加入 1. 5 mL 无血清培

养基 ,溶解 9μg 慢病毒的 3 个包装质粒混合物

( PL P1、PL P2和 PL P/ VSV G各 3μg)以及 3μg慢

病毒表达质粒 7ZF2PL V2Pβ2sFat1 ,轻混匀。在另一

5 mL 试管中将 36μL 脂质体 Lipofectamine 2000

溶于 1. 5 mL 无血清培养基中 ,轻混匀 ,室温孵育 5

min。将上述两只试管中的溶液合并 ,轻混匀 ,室温

孵育 20 min ,形成脂质体2DNA 复合物。在温育期

间 ,将培养的 293F T 细胞系消化并计数 ,悬浮于生

长培养基 (含血清但不含抗性物质)中 ,调整密度为
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1. 2×106 mL - 1。取一 10 cm培养皿 ,先向其中加入

5 mL 生长培养基 (同样含血清但不含抗性物质) ,再

加入上述脂质体2DNA 复合物 ,最后加入上述处理

的 293F T细胞系悬液 5 mL ,轻摇平皿混匀 ,置 CO2

孵箱内培养。次日更换为完全培养基 (含体积分数

10 %胎牛血清、2 mmol/ L 谷氨酰胺、0. 1 mmol/ L

非必需氨基酸、10 mg/ L 双抗以及 1 mmol/ L 丙酮

酸钠的 DM EM) 。在转染后 72 h收集上清至 5 mL

试管中 ,4 ℃、3 000 r/ min离心 15 min ,用 0. 45μm

滤器过滤。按 1 mL/管分装至冻存管 ,并于 - 80 ℃

冻存备用。

1. 3. 2 　表达载体 7ZF2PLV2GFP慢病毒的生产 　

按照 1. 3. 1 的方法进行 ,仅将质粒 7ZF2PL V2Pβ2
sFat1改换为 7ZF2PLV2GFP即可。

1. 4　慢病毒感染力的检测

将 N IH3 T3细胞系消化并计数 ,铺于 6孔板培

养 ,待细胞生长至 6孔板底面积的 30 %～50 %即可

进行转染。将上述冻存的慢病毒液解冻后 ,用完全

培养基进行 100 ,10 - 1 ,10 - 2及 10 - 3倍稀释 (终体积

均为 1 mL) ,注意不要振动。将上述 4 份慢病毒的

稀释液轻轻倒转混匀 ,加到弃除培养液的 6孔板中

的 4个孔 ,再轻轻转动 6 孔板以混匀 ,37 ℃培养过

夜。次日移去培养液 ,重新加入 2 mL 完全培养基。

对于 7ZF2PL V2Pβ2sFat1转染组 ,在转染后 72 h 收

集细胞 ,按 Trizol试剂和说明书提供的方法提取细

胞 RNA ,用 R T2PCR检测目的基因 s Fat21 的表达 ,

以鉴定慢病毒的感染力。其中 RNA 反转录按照

R T2PCR试剂盒说明书进行。PCR 反应体系为 :

dd H2 O 20μL ,10×PCR缓冲液 2. 5μL ,10 mmol/ L

4×dN TP 0. 5μL ,10μmol/ L 上游引物 ( P2F) 0. 5

μL ,10μmol/ L 下游引物 ( P2R) 0. 5μL , T aq DNA

聚合酶 (5 U/μL ) 0. 5μL ,模板 0. 5μL。PCR反应

条件为 :94 ℃预变性 4 min ;94 ℃变性 30 s ,58 ℃

退火 30 s ,72℃延伸 80 s ,35个循环 ;72 ℃10 min ,4

℃保存。对于 7ZF2PLV2GFP转染组 ,在转染后 72

h观察 GFP的表达情况 ,并计数 ,根据 GFP的表达

量即可判断慢病毒的感染力。

2　结果与分析

2. 1　慢病毒表达载体 7ZF2PL V2Pβ2sFat1 和 7ZF2
PL V2GFP的构建

2. 1. 1 　慢病毒表达载体 7ZF2PL V2Pβ2sFat1 的构

建 　质粒 7ZF2PL V2β2casein 经双酶切定向插入

s Fat21基因序列 ,得到长度为 10 500 bp 的慢病毒表

达载体 7ZF2PL V2Pβ2sFat1。取阳性克隆的质粒 ,用

S m a I、B am H I双酶切 ,结果表明随机选取的 4 个

克隆中有 3个为所需的正确克隆 (图 1) 。

图 1　重组质粒 7ZF2PLV2Pβ2sFat1的 S ma I、B am H I

双酶切鉴定结果

M. DNA Marker ;1～4. 4株不同的克隆

Fig. 1　Comfirmation of recombinant plasmid 7ZF2PLV2Pβ2
sFat1 by rest riction analysis by double cut

with S maⅠand B am HⅠ

M. DNA Marker ;1 - 4. Recombinant colonies

图 2　重组质粒 7ZF2PLV2GFP的 EcoR I酶切鉴定结果

M. DNA Marker ;1～6. 6个不同的克隆

Fig. 2　Comfirmation of recombinant plasmid 7ZF2
PLV2GFP by rest riction analysis by cut with EcoR I

M. DNA Marker ;1 - 6. Recombinant colonies

2. 1. 2 　慢病毒表达载体 7ZF2PLV2GFP的构建 　

质粒 p EGFP2N1 经酶切获得 1 632 bp 的 GF P基

因 ,定向插入质粒 7ZF2PL V ,获得 7 072 bp 的慢病

毒表达载体 7ZF2PL V2GFP。用 EcoRⅠ酶切鉴定重

组克隆 ,若为正向连接则可以从载体上切下一个

635 bp 的片段 ,若为反向连接则可以切下一个1 023

bp 的片段。由图 2可见 ,3 ,4 ,5 和 6 均为插入目的

基因的克隆 ,但 3 为反向连接 ,4 ,5 和 6 为正向连
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接。

2. 2　慢病毒颗粒的生产

结果显示 ,转染后 72 h ,在转染的两组细胞中均

可看到由于病毒产生后使细胞形成的合胞体这一特

殊现象。对于 7ZF2PL V2GFP 转染组 ,由于表达载

体带有 GFP报告基因 ,在荧光显微镜下可以看到外

源基因大量表达后所发生的绿色荧光 (图 3) 。两组

转染细胞发生的类似变化可以说明它们已产生了病

毒。

图 3　慢病毒表达载体和包装质粒共转染

293FT细胞系产生慢病毒 (100×)

A. 7ZF2PLV2Pβ2sFat1转染组 ;B. 7ZF2PLV2GFP转染组

Fig. 3　Production lentivirus by co2t ransfection 293FT

cells with lentiviral vectors and packaging plasmids (100×)

A. 7ZF2PLV2Pβ2sFat1 t ransfection ;

B. 7ZF2PLV2GFP t ransfection

2. 3　慢病毒感染力的鉴定结果

试验结果表明 ,慢病毒对 N IH3 T3 细胞系具有

感染能力 ,并且与不同的稀释倍数相关。感染表达

载体 7ZF2PL V2Pβ2sFat1的慢病毒颗粒 R T2PCR鉴

定结果表明 ,目的基因 s Fat21 已经被有效地转移到

N IH3 T3细胞系中 (图 4) ;感染表达载体 7ZF2PL V2
GFP的慢病毒颗粒表达了目的基因 GFP ,慢病毒对

细胞的感染力直接反映在带绿色荧光的细胞数量上

(图 5) 。从图 5 可以很明确地看到 ,病毒液稀释的

倍数越高 ,感染的细胞越少。对 GFP计数后可知 ,

本试验中该慢病毒的生产体系所获得的病毒滴度约

为 5. 0×106 TU/ mL。

图 4　包装质粒为 7ZF2PLV2Pβ2sFat1慢病毒

感染力的 RT2PCR检测结果

1.阴性对照 (以未转染 NIH3 T3细胞系 cDNA为模板的 PCR结

果) ;2～5.以 100～10 - 3倍稀释慢病毒感染的 4株 NIH3 T3

细胞系 cDNA为模板的 PCR结果 ;M. DNA Marker

Fig. 4　s Fat21 gene expression detected by RT2PCR

after lentiviral particle (packaged with 7ZF2PLV2Pβ2
sFat1) infection of N IH3 T3 cell line

1. Negative cont rol ( PCR result of cDNA ext raced f rom non2infected

NIH3 T3 cells) ;2 - 5. PCR result of cDNA ext raced f rom

NIH3 T3 cells infection wit h 100 - 10 - 3 serial dilutions of

lentiviral particle ;M. DNA Marker

图 5　包装质粒为 7ZF2PLV2GFP慢病毒感染力的检测结果 (200×)

A～D.分别为 100～10 - 3倍稀释慢病毒感染的 4株 NIH3 T3细胞系所检测到的绿色荧光

Fig. 5　GFP expression after lentiviral particle (7ZF2PLV2GFP) infection of N IH3 T3 cell line (200×)

A - D. Green fluorescence detected f rom NIH3 T3 cells infection wit h 100 - 10 - 3 serial dilutions of lentiviral particle

3　讨　论

作为一种生产转基因动物尤其是大型转基因动

物的手段 ,慢病毒载体方法的优势是很明显的。慢

病毒载体法是一种高效的反转录转导技术 ,它的优

越性在于 : (1)能够介导外源基因在靶染色体上的稳

定整合 ,从而使转基因可以长期表达 ; (2)载体可以

容纳较大片段的外源基因 ; (3)扩大了基因转移的宿

主范围 ,不但能感染分裂细胞 ,也能够感染静止细

胞[122 ]。慢病毒载体为基因治疗和转基因动物生产

提供了一个安全有效的途径。但是它也需要不断的

发展和改进才能够更有效、更广泛地用于转基因动

物生产的实践。慢病毒载体需要发展和改进的方面

包括 :提高载体系统的安全性 ,如尽量消除由于同源
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重组产生野生型慢病毒 (如 H IV21)的可能性 ;最大

限度地提高载体系统的有效性 (尽可能高的病毒滴

度是一个最重要的因素) [425 ,10 ]。

近几年来 ,应用慢病毒载体法生产的转基因动

物都是以 GFP基因为目的基因 ,这使得试验操作较

为容易 ,获得转基因动物的几率也更高。显然 ,利用

慢病毒载体法向动物导入一些具有现实应用价值的

基因还存在一定困难。本试验将线虫 C. bri g gsae

的ω23脂肪酸去饱和酶基因 s Fat21 (该基因已被证

实具有很大的开发应用价值)作为目的基因 ,进行慢

病毒生产和感染的研究 ,同时使用另一表达 GFP的

慢病毒载体来估测 s Fat21 的表达情况。也就是说 ,

包装了表达载体 7ZF2PL V2Pβ2sFat1 的慢病毒滴

度 ,应该与包装了表达载体 7ZF2PL V2GFP 的慢病

毒滴度相近。本研究结果表明该方法是可行的 ,这

对今后类似的研究有一定的借鉴意义。本研究所获

得的病毒滴度与文献[5 ,10 ]相比并不算高。这是由

不同的研究中慢病毒生产和病毒滴度估测的方法不

同造成的。所以 ,比较不同的慢病毒生产体系中病

毒滴度的高低意义不大 ,重要的是本研究已显示了

所获得的慢病毒具有很好的感染能力。实际上 ,收

集慢病毒液上清经过超速离心 ,可以进一步被浓缩

而增加滴度[829 ,11 ]。因此 ,在生产转基因动物时将病

毒液超速离心几乎是必不可少的。

ω23多不饱和脂肪酸 (ω23 PU FAs)是一类被广

泛研究和关注的脂肪酸 ,对人类及其他哺乳动物的

正常发育和保持良好的健康状况极其重要 ,而且对

于人类多种疾病的预防和治疗亦有明显的作

用[12214 ]。ω23脂肪酸去饱和酶基因是合成ω23 系列

不饱和脂肪酸的关键酶[ 15 ]。线虫 C. bri g gsae的ω2
3脂肪酸去饱和酶基因 s Fat21是作者自行克隆和鉴

定的。研究表明 ,该基因能够促使ω26 系列不饱和

脂肪酸转变为相应的ω23 系列不饱和脂肪酸[16 ]。

因此 ,本研究将该基因构建到慢病毒表达载体上 ,并

且置于乳腺特异性表达启动子β2casein 之后 ,以期

在今后研究中用于制备乳腺特异性表达 s Fat21 基

因的转基因动物。

总之 ,本研究初步建立了有效生产慢病毒的方

法 ,为今后进一步利用其感染动物胚胎而生产出具

有开发利用价值的转基因动物进行了有益探索。
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